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学位論文内容の要旨	
Platelet-Rich	Plasma	Promotes	Migration,	Proliferation,	and	the	
Gene	Expression	of	Scleraxis	and	Vascular	Endothelial	Growth	
Factor	in	Paratenon-Derived	Cells	In	Vitro.	
（多血小板血漿は in	vitro で腱周囲膜由来細胞の遊走，増殖と
Scleraxis,	血管内皮細胞増殖因子の遺伝子発現を促進する）	
	
1.序論	
	 腱の損傷はスポーツ外傷などで発症することが多い common	disease の一つであるが，自
然修復には時間がかかり，不完全な修復となってしまうことも多い.	腱損傷からの修復過
程については過去に様々な研究がされているが，未だに不明な点も多い.		
	 多血小板血漿(Platelet	Rich	Plasma	:	PRP)は，採血した血液を遠心分離し，血小板濃
度の高い血漿を取り出して損傷部位に投与する治療であり，腱修復にも有効な治療の選択
肢と考えられている.	腱損傷後の初期修復過程においては，腱実質由来の細胞(tendon	
proper-derived	cells	:	TDCs)よりも，腱周囲膜由来の細胞(paratenon-derived	cells	:	
PDCs)が重要な役割を果たしていると報告されている(Lyras	et	al.,2009).	しかし，PRP の
PDCs に対する効果を調べた報告はない.	本研究では，PRP が PDCs の遊走・増殖・腱への分
化を促進するとの仮説を立て，in	vitro でこれを評価する実験を行なった.		
	
2.実験材料と方法	
	 6～8 週齢のオス Sprague-Dawley ラットからアキレス腱を周囲膜とともに切離し，コラゲ
ナーゼ処理を行い周囲膜と腱実質からそれぞれ別々に細胞を単離し，TDCs および PDCs とし
て継代培養した(Mienaltowski	et	al.,2013).	Passage2 の TDCs，PDCs に対する評価として，
scleraxis	(Scx),	tenomodulin	(Tnmd),	sex	determining	region	Y-box9	(Sox9),	vascular	
endothelial	growth	factor	A	(VEGF)	の mRNA をリアルタイム PCR 法で測定した.	また，
同種のラットから心臓採血し，2 回遠心法にて PRP を作成し，その血小板濃度を粒子測定装
置で測定した.	Passage	3 の TDCs 及び PDCs に対してコントロール群(高 Glu	DMEM+	
Penicillin/	Streptmycin+FBS2%)と PRP 群(コントロール群の培地+PRP5%)とで，遊走，増
殖，分化を比較検討した.	遊走の評価は Oris	Cell	Migration	Assay	Kit	(Platypus	
Technologies,	Madison,	WI,	USA)を使用し，培地をコントロール群と PRP 群に交換したの
ち 24 時間での遊走能を評価した.	増殖の評価は Cell	Counting	Kit-8	(CCK-8,	Dojindo,	
Kumamoto,	Japan)を用い，培地交換後，１，２，3 日での細胞増殖を吸光度で評価した.	分
化の評価として，まず細胞を 4 日間培養してコンフルエントとしたのち，培地をコントロ
ール群と PRP 群に交換し，3 日後の Scx,	Tnmd,	collagen	type	I	alpha	1	(Col1a1),	collagen	
type	III	alpha	1	(Col3a1),	VEGF の mRNA をリアルタイム PCR 法で測定した.		
	
3.結果	
	 Passage	2 の TDCs と PDCs の遺伝子発現を比較すると，Scx と Sox9 の発現には有意差が
なかったが，Tnmd の発現は TDCs で有意に高く(P<0.05)，VEGF の発現は PDCs で有意に高か
った(P<0.05).	PRP 中の血小板濃度は全血の平均 3.3 倍であり，過去に報告されている濃度
とほぼ同等であった.	細胞遊走能は TDCs，PDCs いずれにおいても PRP 投与群で有意に増加
した（相対比は TDCs で 1.3 倍，PDCs で 1.4 倍,	P<0.05）.	細胞増殖能も TDCs，PDCs いず
れにおいてもPRP投与群で有意に増加した（相対比はTDCsで2.8倍，PDCsで2.2倍,	P<0.05）.	
Scx の発現は PDCs において PRP 群で有意に増加した(相対比 2.0 倍,	P<0.05).	Tnmd の発現
は TDCs，PDCs いずれにおいても PRP 投与群で有意に減少した（相対比は TDCs で 0.06 倍，
PDCs で 0.11 倍,	P<0.05）.	Col1a1 の発現は TDCs，PDCs いずれにおいても PRP 投与群で有
意に増加した（相対比は TDCs で 5.5 倍，PDCs で 5.3 倍,	P<0.05）.	VEGF の発現は TDCs，
PDCs いずれにおいても PRP 投与群で有意に増加した（相対比は TDCs で 5.6 倍，PDCs で 7.8
倍,	P<0.05）.		
	
4.考察	
	 腱の修復において，2 種類の異なる細胞が関与することは重要なメカニズムの一つと考え
られる.	マウスアキレス腱損傷モデルの研究において，治癒の初期過程においては，腱周
囲膜由来の細胞が Scx を発現し，損傷部位に遊走して細胞外基質を産生して欠損部位を埋
める(Sakabe	et	al.,	2018).	腱実質由来の細胞が治癒に関与するのは初期の治癒過程が過
ぎてからである.	従って，腱損傷治癒の初期過程を促進するにあたり，腱実質由来の細胞
(TDCs)よりも腱周囲膜由来の細胞(PDCs)に注目する必要がある.		
	 本研究において，PRP は TDCs だけではなく PDCs の遊走・増殖・コラーゲン合成を促進し
た.	これは TDCs に対する過去の報告(de	Mos	et	al.,2008;	Giusti	et	al.,2014)と矛盾し
ない.	本研究では，PDCs において，PRP が Scx の発現を促進した.	TDCs は PDCs よりも Scx
を高く発現したとの過去の報告があるが，本研究で FBS10%培地での培養では TDCs と PDCs
の Scx 発現に差を認めなかった.	しかし，FBS2%培地での培養との比較において，PDCs の方
が TDCs に比べ，PRP 投与による Scx の発現増加が大きかった.	すなわち，PDCs が Scx を発
現するためには十分な成長因子が必要であり，PRP にはそれを補う効果があると考えられた.	
このことから，PRP が腱損傷治癒の初期に PDCs を介して有効に作用する可能性が示唆され
た.		
	 本研究において，PRP は Tnmd の発現を抑制し，血管新生因子である VEGF の発現を促進し
た.	腱は血行に乏しい組織であり，腱由来細胞の 99％は血管内皮細胞のマーカーである
CD34 が陰性であると報告されている.	Tnmd は腱に特異的に発現するタンパクであり，血管
新生抑制作用があると言われている(Shukunami	et	al.,	2005).	腱の幹・前駆細胞はその
成熟過程において Tnmd を発現してくるため，PRP は腱の最終分化に対しては有効でない可
能性が考えられた.		
腱の修復過程は，炎症期，修復期，リモデリング期の順に進んでいくが，それぞれの過
程において，治療戦略は変わってくる可能性がある.	これまでの報告で，初期の腱修復過
程において VEGF が高発現することが示唆されている.	初期修復過程に重要な役割を果たす
PDCs において，PRP による Scx と VEGF の発現増強は，初期の修復過程を促進するのに有利
な可能性がある.	家兎アキレス腱断裂に対し，初期に１回の PRP 注射を行うと一過性に新
生血管が増加するが，その後は減少し，結果として治癒過程が早まったと報告されている
(Lyras	et	al.,2009).	このことから，腱断裂に対して PRP 治療を行う場合，損傷後なるべ
く早い段階で１回の注射をすることが望ましいと考えられた.		
	 本研究の限界として，実験に使用されたのは cell	line の細胞ではなく，	TDCs と PDCs
がソーティングにより選別された幹細胞・前駆細胞ではないことが挙げられる.	また腱細
胞の成熟には張力が重要であるが，本研究は in	vitro の研究であり，張力の影響を考慮で
きなかったことが挙げられる.		
	 本研究は，PRP の PDCs に対する効果に焦点を当てた最初の研究である.	PRP は PDCs の遊
走，増殖と Scx の発現を促進した.	PRP はまた，血管新生因子である VEGF の発現を促進し
た.	これらの結果は，PRP が PDCs を介して腱損傷治癒の初期過程に有効に作用する可能性
を示唆した.		
【引用文献】	
	
de	Mos	M,	van	der	Windt	AE,	Jahr	H,	et	al.	Can	platelet-rich	plasma	enhance	tendon	
repair?	A	cell	culture	study.	Am	J	Sports	Med.	2008;36(6):1171-1178.	
	
Dyment	NA,	Hagiwara	Y,	Matthews	BG,	Li	Y,	Kalajzic	I,	Rowe	DW.	Lineage	tracing	of	
resident	tendon	progenitor	cells	during	growth	and	natural	healing.	PLoS	One.	
2014;9(4):e96113.	
	
Giusti	I,	D'Ascenzo	S,	Manco	A,	et	al.	Platelet	concentration	in	platelet-rich	plasma	
affects	tenocyte	behavior	in	vitro.	Biomed	Res	Int.	2014;2014:630870.	
	
Lyras	DN,	Kazakos	K,	Verettas	D,	et	al.	The	influence	of	platelet-rich	plasma	on	
angiogenesis	during	the	early	phase	of	tendon	healing.	Foot	Ankle	Int.	
2009;30(11):1101-1106.	
	
Mienaltowski	MJ,	Adams	SM,	Birk	DE.	Regional	differences	in	stem	cell/progenitor	cell	
populations	from	the	mouse	achilles	tendon.	Tissue	Eng	Part	A.	2013;19(1-2):199-210.	
	
Sakabe	T,	Sakai	K,	Maeda	T,	et	al.	Transcription	factor	scleraxis	vitally	contributes	
to	progenitor	lineage	direction	in	wound	healing	of	adult	tendon	in	mice.	J	Biol	Chem.	
2018;293(16):5766-5780.	
	
Shukunami	C,	Oshima	Y,	Hiraki	Y.	Chondromodulin-I	and	tenomodulin:	a	new	class	of	
tissue-specific	angiogenesis	inhibitors	found	in	hypovascular	connective	tissues.	
Biochem	Biophys	Res	Commun.	2005;333(2):299-307.	
	
	 	
【論文目録】	
主論文	 	
Platelet-Rich	Plasma	Promotes	Migration,	Proliferation,	and	the	Gene	Expression	of	
Scleraxis	and	Vascular	Endothelial	Growth	Factor	in	Paratenon-Derived	Cells	In	Vitro	
	
Imai,S.,Kumagai,K.,Yamaguchi,Y.,Miyatake,K.,Saito,T.	
Sports	Health,	in	press.	
	
